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RE SUMEN 
Validación del Método de Cuantificación de Ácido Vaiproico en muestras de 
disolución de cápsulas por Cromatografia Líquida de Alta Resolución. 
RESUMEN 
El método oficial actual para la determinación de ácido valproico, se realiza 
por Cromatografia de Gases según la Fannacopea de los Estados Unidos de 
América. Puesto que el método vigente conlleva una complejidad en el tratamiento 
de la muestra, pues el medio de disolución es un agente tensioactivo que interfiere 
con la extracción del principio activo de éste, y por tanto no se obtienen resultados 
coherentes, la preparación de reactivos y el uso del cromatógrafo de gases el cual 
requiere un tiempo previo para su acondicionamiento, elevan así el tiempo de 
análisis y afectando la productividad, se decidió poner a punto un método utilizando 
cromatografia líquida de alta resolución. 
La cuantificación de este principio activo se realizó por cromatografla 
líquida de alta resolución con detector IJV-VIS a 210 nm, fase móvil de fosfato de 
potasio 25 M mol a pH 2.5/ acetonitrilo (65:35), columna Supelcosil ABZ + plus 15 
cm. X 4.6mm, 5Fxm, a 45° C, con el objetivo de validar el método que permita el 
análisis del principio activo en muestras de disolución. 
En la validación se evaluaron los parámetros de linealidad del sistema, exactitud y 
precisión expresada en sus 2 formas, repetibilidad y reproducibilidad. El método 
analítico resultó ser sencillo y rápido, además de específico, lineal, preciso, 
exacto en el rango de concentraciones estudiadas. 
Palabras clave: Ácido valproico, disolución, Validación, linealidad, rango 
lineal, precisión, exactitud, medio de disolución. 
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INTRODUCCION 
La visión del Instituto Especializado de Análisis desde siempre se ha 
distinguido por su compromiso con la calidad y competencia técnica. 
Este instituto disfruta de una imagen de calidad excelente, tal como lo demuestran 
los interlaboratorios realizados con la Organización Panamericana de la Salud 
(OPS/USP) y otros organismos internacionales. Esto motiva a mantener y 
desarrollar metodología apropiada y capaz de determinar un analito específico 
para su cuantificación. 
El ácido valproico es un agente antiepiléptico empleado en el tratamiento de 
varias formas de epilepsia. Su acción terapéutica no está totalmente dilucidada 
pero se sabe que involucra una modificación del comportamiento del ácido g - 
amino butírico en el cerebro. Puede utilizarse tanto en su forma ácida, como la 
amida, el éster, la sal sódica y en algunos casos la sal de magnesio 6. 
La determinación de ácido valproico, se realiza por Cromatografía de Gases según 
la Farmacopea de los Estados Unidos de América. Puesto que el método vigente 
conlleva una complejidad en el tratamiento de la muestra, pues el medio de 
disolución es un agente tensioactivo que interfiere con la extracción del principio 
activo de éste, y por tanto no se obtienen resultados coherentes, además de la 
preparación de reactivos y el uso del cromatógrafo de gases que requieren de un 
tiempo previo para su acondicionamiento, se decidió realizar la validación del 
método de ácido valproico por cromatografía líquida de alta resolución. 
El personal analista tiene la responsabilidad de garantizar que los 
resultados que producen son adecuados para el uso que se le tiene destinado, para 
resolver el problema presentado por el cliente y que estén expresados en forma tal 
que éste pueda entenderlos y utilizarlos para tomar decisiones. Cuando el cliente 
recurre a un laboratorio de calidad a solicitar un análisis lo hace porque necesita 
resolver un problema, y espera poder confiar en sus resultados. 
Para el desarrollo de un nuevo medicamento es imprescindible la 
utilización de un método analítico que permita cuantificar el producto mayoritario 
ya sea en la materia prima o como ingrediente activo de una formulació&°. Para 
asegurar la confiabilidad de los análisis de medicamentos, los métodos analíticos 
se someten a un proceso de validación. Mediante este estudio, el cual es de 
carácter prospectivo, se comprueba si el método ácido valproico es confiable y si 
los resultados previstos se obtienen dentro de las condiciones prefijadas, pues este 
estudio demostrará y establecerá una evidencia documentada de que un proceso 
hace lo que está previsto basado en un protocolo planificado. La validación es un 
requisito vital, de las buenas prácticas de laboratorio, que está establecido por 
agencias regulatorias y por comisiones de Farmacopeas para el registro y control 
de calidad de nuevos medicamentos. 
La validación de los métodos analíticos se fundamenta en la determinación 
de diversos parámetros (exactitud, precisión, especificidad, etc.). 
En la Tabla No. 1 se muestra de forma esquemática, estos parámetros de calidad 
que suelen utilizarse en las validaciones y deben ser evaluados según Normas 
Internacionales. 
En este caso utilizamos la Farmacopea de los Estados Unidos de América, para 
formas farmacéuticas terminadas, que está armonizada con la ¡CH (International 
Conference on Harmonisation)9. Según la USP XXVIII' los métodos analíticos 
se clasifican en varias categorías para su validación. El método que es objeto de 
estudio en el presente trabajo pertenece a la categoría ¡ y se clasifica como 
"métodos cuantitativos para la determinación del principio activo como materia 
prima o en formulaciones farmacéuticas", es decir que, la Farmacopea establece 
cuales son los parámetros que se regirán en la validación del método para 
fórmulas farmacéuticas terminadas. Según la Farmacopea de los Estados Unidos', 
para este tipo de método debe evaluarse la exactitud, la precisión, especificidad, 
lineal ¡dad y rango. 
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	Ejecución de Características 	 Ensayo 
Analíticas 
Exactitud 	 1 	 Si 
Precisión 
Especificidij ------7 IITICIIITI 
Limite de detección 	 1! 	 No 
	
Limite ii&E 	 No 
E 	 Linealidad IT si 
L_...-.--.-._----------..----------------------.---- L___--__.._...--__--_-------_-_ 	  
LITIII'i1TIIL1Ii7YT II 
	lo 
Tabla No.! Categoría 1: Formas Farmacéuticas Terminadas 
Las características analíticas presentadas en la tabla No. 1 que aparecen 
seleccionadas con un "Si" deben ser consideradas en la validación de métodos 
para formulaciones terminadas y las características enunciadas con el "No" no se 
requieren para éste tipo de validación, pues la farmacopea lo contempla en otra 
categoría, como lo es en la validación de métodos para materia prima, entre otros) 
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OBJETIVOS 
1.2. OBJETIVO GENERAL 
1 Desarrollar y Validar un método analítico por cromatografía líquida de 
alta resolución, que permita determinar ácido valproico en las muestras 
de disolución de cápsulas. 
1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1 Ensayar las condiciones establecidas por cromatografía líquida para 
cápsulas que contienen este principio activo con la prueba de disolución. 
1 Validar la metodología analítica desarrollada, de tal forma que funcione 
como método propio del Instituto Especializado de Análisis. 
1 Elaboración de un manual estándar de operación para la disolución de 
ácido valproico en cápsulas. 
4 
Equipos y Reactivos 
2.1.1 Equipos 
Cromatógrafo líquido de alta resolución, serie 1100 Agilent 
Software Agilent ChemStation LCIMS Systems, Version A,10.0I (1635). 
Columna LC ABZ + plus, 15 cm. x 4.5 mm, serie 46963-06, Supelco. 
Inyector automático serie 1100 Agilent 
Calentador de columna serie 1100, Agilent 
Bomba de vacío para filtrar solventes, serie 0286, General Electric 
Balanza LA 410, Acculab 
Aparato de Medir pH serie 004247, modelo 440, Coming. 
2.1.2. Reactivos 
Agua Destilada 
Patrón de ácido valproico USP, lote 1(013224, 99.9% de pureza 
Acetonitrilo Grado HPLC Tedia ® 
Metano! Grado HPLC Tedia ® 
Lauril Sulfato de sodio grado reactivo Merck® 
Fosfato de potasio monobásico grado reactivo AppliChem® 
Fosfato de sodio monobásico grado reactivo AppliChem® 
Ácido ortofosfórico Merck ® 
Hidróxido de sodio grado reactivo Merck® 
*Cápsulas de ácido valproico. Lote No. "X" 
* Se guarda la confidencia!idad del producto. 
2.2. Metodología 
2.2.1 Preparación del Medio de disolución 
Para preparar un litro de medio de disolución, se pesó 6.9 g de fosfato de sodio 
monobásico y  5 g de lauril sulfato de sodio y llevado a pH 7.5 con hidróxido de 
sodio 5 M. 
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2.2.2. Preparación del Patrón de ácido 'valproico 
Cada muestra pesada de patrón de ácido valproico se disolvió con Imi de metano] y 
luego en el medio de disolución. las concentraciones de las soluciones van de acuerdo a 
cada parámetro a evaluar, detallada en la parte experimental 
2.3. 	 Parte Experimental 
2.3.1. LINEALIDAD 
Demostrar la linealidad de un método implica obtener en todo el intervalo de 
concentraciones estudiadas, una respuesta proporcional entre la concentración del analito 
y la magnitud fisica medida, descrita correctamente por el modelo o ecuación de 
calibración. 
La evaluación de la linealidad tite directa, obteniéndose inicialmente por un examen 
visual de una gráfica de la señal (área o altura) como función de la concentración del 
analito de interés. La linealidad se verificó al obtener un coeficiente de correlación 
mayor de 09953.  lo 
2.3.1.1. 	 METODOLOGÍA 
Se preparó una solución madre de patrón de ácido valproico de 964 pig/ml y a 
partir de ésta se realizaron 14 diluciones para obtener el rango de concentraciones del 
patrón de ácido valproico que componen la curva de linealidad (Fig. No.2). Las 
concentraciones fueron inyectadas en un sistema de I-LPLC, cada una en duplicado. 
Las áreas de pico se muestran en el capítulo de resultados, Tabla No. 2. 
a.c,IcJ.. st 1,rocio 
  
        
       
ra 
Figura No.1 Cromatogramas tipo ácido valproico obtenidos en el ensayo de 
linealidad 
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AREA 	 y= 3.6396x+7.1314 
R 2 =0.9999 
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Figura No.2. Cuna de Linealidad del ácido valproico 
2.3.2. RANGO LINEAL 
El rango lineal es el intervalo entre los niveles inferiores y superior 
(excluyéndolos a ambos) del analito y demuestra como la señal obtenida para el analito 
corresponde proporcionalmente a la concentración"> (Figura 3). 
2.3.2.1. 	 METODOLOGÍA 
La selección del rango y del número de puntos experimentales se determinó 
mediante el tratamiento matemático estadístico de los resultados obtenidos en el análisis 
del analito a diferentes concentraciones, la curva de linealidad fue seccionada para 
determinar en que tramo de la misma se obtenía el mejor coeficiente de correlación, es 
decir un valor de desviación estándar relativo más bajo. 
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RANGO LINEAL 	 y = 3,676x + 11,759 
= 0.9996 
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Figura No. 3. Rango Lineal del ácido valproico 
2.3.3. PRECISIÓN 
Es una medida del error aleatorio asociado al método analítico. Expresa la 
proximidad o semejanza de la medida de los valores de una serie repetida de ensayos 
analíticos que se realizan sobre un patrón homogéneo4 lo. Los resultados pueden 
expresarse en términos de desviación estándar absoluta o relativa (% RSD), por lo tanto 
se han evaluado dos niveles distintos de la precisión: la repetibilidad y la reproducibilidad 
(entre analistas, equipos, etc.) 
2.3.3.1 REPETIBILIDAD 
Este parámetro expresa la precisión de un método bajo las mismas condiciones de 
operación y en un intervalo de tiempo corto"). 
Para medir el grado de repetihilidad de los resultados obtenidos del análisis de una 
misma muestra, se procedió a preparar una concentración de 60.69 .g/ml, la cual fue 
ensayada 5 veces en diferentes días, en un período de diez días. Se escogió ésta 
concentración porque es el punto medio del rango lineal. 
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	2.3.3.2. 	 REPRODUCIBILIDAD 
La reproducibilidad es un estudio de precisión intermedia, es el grado de 
concordancia entre los resultados de mediciones del mismo analito bajo una variación de 
las condiciones normales de prueba, tales como diferentes laboratorios, analistas, 
temperatura, lotes, ensayos, días, etc2. Este parámetro es de obligada consideración para 
la estandarización de un método de análisis que se vaya a someter a consideración por la 
Farmacopea'. 
En este caso fue de mucha ayuda el diagrama de Plackett-Burman en el cual se 
colocaron todas las variables necesarias que pudieran afectar los resultados del método 
junto con los valores de RSD (desviación estándar relativa) resultantes. 
El ensayo se realizó con otro analista, equipo de diferente marca, variando uno de 
los parámetros del método, en éste caso la temperatura, diferentes días, se aplicó los 
cálculos estadísticos como desviación estándar (DS) y desviación estándar relativa (RSD) 
a los datos obtenidos. Los resultados se presentan en la Tabla No.4. 
2.3.4. LIMITE DE DETECCION 
El límite de detección se puede determinar como la cantidad más pequeña de 
analito que puede ser detectada en una muestra, aunque no sea posible cuantificarla con 
precisión a ese nivel de concentración. La determinación de éste valor dependerá de la 
naturaleza del método de análisis4. 
	
2.3.4.1. 	 MET000LOGIA 
El límite de detección se obtuvo a partir del cálculo teórico de la desviación 
estándar (DS) obtenida en el ensayo de la repetibilidad multiplicado por el valor de t 
student encontrado en la tabla para 4 grados de libertad, mediante la fórmula establecida 
para éste propósito. La Farmacopea no exige éste parámetro para la validación del 
método, sin embargo éste al igual que el límite de cuantificación se realizaron con 
propósito de investigación. 
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Fórmula para determinar el Límite de Detección 
1 
	
Límite. De Detección = DS x t 
	
1 
2.33. LIMITE DE CUANTIFICACION 
Es el nivel de concentración que puede ser determinado de forma exacta y precisa bajo 
las condiciones operacionales normales. Es un compromiso entre la concentración del 
analito y la precisión y exactitud deseadas. 
2.3.5.1. METODOLOGÍA 
Para determinar el límite de cuantificación se tomó el valor del límite de detección 
multiplicado por 2.5 que representa la desviación estándar teórica del ruido de fondo. 
Fórmula para Determinar el Límite de Cuantificación 
Lím. De cuantificación = Lím. De Detección X 2.5k 
*Es 
 el valor teórico de la desviación estándar de los ruidos de la línea base. 
lo 
Limite de Detección del ácido vaiprolco 
Ruido 
y 8 	 9 o II 	 '2 
l 
o- 
Fig. No. 4 Ruido de la Línea Base 
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2.3.6. EXACTITUD 
La exactitud de un método analítico expresa la proximidad entre los valores 
obtenidos por dicho método con los valores reales, de otra manera es la capacidad de 
obtener resultados lo más próximo al valor verdadero4' lO  (obtenidos mediante pesada del 
estándar)3. En análisis cuantitativo hay dos maneras de determinar la exactitud: 
1. Uso de muestras fortificadas 
2. Realizando una comparación con el método oficial 
Sin embargo, como no podemos comparar con el método oficial, se utilizó el 
método de muestra fortificada. 
2.3.6.1. 	 METODOLOGIA 
El método de muestra fortificada consiste en preparar concentraciones de una solución 
madre de la forma farmacéutica terminada, en este caso una cápsula de 250 mg la cual 
fue disuelta en el medio de disolución indicado al inicio de éste trabajo en un volumétrico 
de 1000 mi, obteniéndose una concentración de 250 ig/ml. 
Las concentraciones previstas para el ensayo se encuentran dentro del rango lineal, se 
prepararon tres soluciones muestras de 45, 90 y  I80ig/mI. También se prepararon tres 
(3) concentraciones de una solución del patrón de ácido valproico en las mismas 
concentraciones que las muestras disuelto igualmente en el medio de disolución. 
Las muestras se fortificaron con la concentración del patrón de ácido vaiproico de 
l80pglml, tomando una alícuota de 200W y se agregó a cada concentración antes 
mencionada de las muestras preparadas. 
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RESULTADOS 
3.1. Linealidad 
Luego del análisis visual en la grafica, se utilizó el procedimiento estadístico de 
de regresión por el método de cuadrados mínimos, diseñado por expertos de la 
Farmacopea de los Estados Unidos 2, demostrando así que el analito respondió 
"linealmente" a la concentración, el coeficiente de correlación obtenido para los datos 
resultantes es de 0.999, el cual cumple, pues el valor de referencia es de 0.99, (Tabla 2). 
TABLA 2. Linealidad del ácido valproico 
763597 
TIiUII 2 t1ii 	 132262783 1 1.83720394  
724.9 
3071 
- 
Jsii 
	
313.4 	 1 
IIif4TiI 
	
247.3 	 248 C TIFJL I0082 
	
247.7 	 1 
15 
257 t 
48.15 
	
175.9 	 1.656464465 	 0.9415071  
176.0 
-- 
-r 
38.52 	 140.9 	 139.5 1  1.242506964 0.89075202 
--------------- 	 ------.------t 
1 .375.6
138.9 
28.89 	 111.7 	 1 	 1 1.424072835 	 1.26431339 
114.3 
19.26 1 68.4 68.6 ÓiIÜÓÜ55 
68.9 
............. 
7:9._ ?2:i._. 
31.3 	  
132.5 
• - 	 18.9 
1.93 	 1 	 12.5 	 .10.6 
83 
31.1 
JI 17i1II JliZ1I. 
1.5104752 4.85889624 
1.57173308 9.11654675  
4 
L 2.112380313 20.0160356 
ir80.2927818 
	
2.1 	 1 
¡ 	 5.2 
3.2. Rango Lineal 
Para éste parámetro, el rango lineal se obtuvo mediante el análisis estadístico 
mencionado anteriormente, obteniendo los valores de 38.52 -48 1.52 tg/m1 para el ácido 
valproico (Ver Tabla 3). El coeficiente de correlación para el ácido valproico obtenido es 
de 0.999, pues no existe diferencia significativa entre el teórico (0.99) y  el experimental, 
con un 95% de confianza. 
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Tabla No.3. Rango Lineal 
CONCENTRACION  Wm9 	  	 ARFAS 
38.52 139.5 
48.15 175.9 
67.41 248.9 
481.52 1782.8 
3.3. 	 La Precisión del sistema se evaluó mediante la repetibilidad y la reproducibilidad. 
3.3.1 Repetibilidad 
La Tabla No. 4 muestra los resultados obtenidos cada día expresado en: 
1 Áreas de cada una de las inyecciones de la solución de ácido valproico realizadas 
cada día 
1 promedio de las áreas por día 
1 promedio de las desviaciones por día 
1 promedio de las áreas total 
1 promedio de las desviaciones total 
1 El error estándar relativo. 
Las muestras de patrón de ácido vaiproico se inyectaron en un sistema de HPLC, en 
quintuplicado, en un período de diez días alternados. El coeficiente de variación 
establecido para el método requiere que no sea mayor del 2%, el valor obtenido pan la 
repetibilidad es de 1.35%. 
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Tabla No. 4. Repetibilidad 
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3.3.2 Reproducibilidad 
En la tabla No. 5 se muestran los resultados obtenidos al variar algunos de las 
condiciones establecidas para el método. Observemos que en el análisis No.1 el analista 
designado como "A-" diseñó el método, manteniendo las condiciones del método como 
lo son la temperatura (45 °C), equipo de cromatografla líquida Agilent 1100. Obtuvo un 
RSD de 1.3%. 
En el ensayo No. 2 el parámetro diferente ha sido la asignación de un analista 
identificado como "A+", el resto de las condiciones del método se mantuvieron iguales. 
El ensayo No. 3 se realizó sin el factor temperatura (50° C) aplicado a la columna, la 
temperatura es una condición crítica pues si se encuentra ausente el tiempo de retención 
no será detectado, por tanto el RSD obtenido fue 0%, lo que indica que la señal de ácido 
valproico no fue determinada. 
Finalmente el análisis No.4 se realizó en un equipo diferente identificado como otro 
equipo "C", el resto de los parámetros del método se mantienen, obteniéndose un RDS de 
3.4 %. Los resultados obtenidos se pueden observar en las tablas No. 5, 6 y 7. 
Tabla No. 5 DISEÑO DE PLACKETT-BURMAN 
Se observó que un parámetro importante del método es la temperatura, los datos 
resultantes del análisis en un cromatógrafo liquido sin temperatura en la cámara o 
compartimiento de la columna mostró valores de RSD iguales a 0%, es decir que el 
tiempo de retención para el ácido valproico se desplazó a un tiempo de mayor de 11.9 
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minutos, lo que impidió hacer la determinación del mismo en el tiempo de corrida 
establecido. 
Tabla No. 6. Factores a dos Niveles 
	
A- 	 BLANCA 
ANALISTA 	 A+ 	 OLIVER 	 1 
CON TEMPERATURA 
TEMPERATURA 	 TEMPERATURA 1 
_ 	 - 
	
c- 	 'r HPLC AGILENTE 1000 
	
EQUPO DE CROMATOGRAFIA P C+ 
	
[ HPLC SI-IIMADZUfl 
LIQUIDA 
En la Tabla No. 6 se muestran los factores a dos niveles, es decir que sólo un 
factor varió a la vez, como se puede explicar de la siguiente forma: 
El día 1 se realizó el análisis con el analista "A-", éste fine el único factor que varió, el 
resto de las condiciones del método se mantuvieron. 
El día 2 el análisis se realizó con el analista "A+", es decir un analista designado del 
laboratorio en donde se realizó la validación del método. 
El día 3 el factor diferente consistió en no aplicar temperatura "B+", a la columna, el 
resto de las condiciones se mantienen iguales. 
El día 4 el factor que varía es el equipo de cromatografla líquida, "C+" con las mismas 
condiciones establecidas para el método de ácido valproico. 
En la Tabla No.7 se muestran los datos obtenidos, producto de estos cambios. 
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Tabla No. 7. Reproducibilidad del Ácido Valproico 
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3.4. Límite de Detección 
Tabla No. S. Limite de Detección para el ácido Valproico 
ti) 
La Farmacopea de los Estados Unidos, el parámetro de de límite de detección no se 
contempla para la validación de métodos, por tanto los resultados expuestos en la Tabla 
No. 8 se obtuvieron del cálculo realizado teóricamente' a partir de resultados obtenidos 
de la desviación estándar del patrón de ácido valproico en la prueba de repetibilidad, 
dando por resultado un valor de concentración de 1 3.33sg/ml. 
Esta concentración del patrón fue preparada y analizada 10 veces, los resultados se 
encuentran en la Tabla No. 8, para área, promedio de las áreas, desviación estándar y la 
desviación estándar relativa (RSD). 
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La desviación estándar Relativa obtenida es de 5.2%, quedando fuera del límite del 2.0% 
establecido para el método, por lo tanto podemos decir que la prueba no tiene precisión 
pero si podemos decir que corresponde al analito. 
3.5. Límite de Cuantificación 
El límite de cuantificación igualmente no se contempla para la validación de 
métodos de formas farmacéuticas terminadas. Sin embargo, se ha determinado con el 
análisis de las muestras, valiéndonos de los valores obtenidos en el cálculo teórico del 
límite de detección, se ha multiplicado por la desviación estándar del ruido de la línea 
base, éste es un valor teórico ya establecido para éste propósito32 
El valor del limite de cuantificación obtenido por fórmula es de 33.33 pglml, queda 
establecido y no se requiere preparación de ésta concentración para su comprobación.3  
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3.6. Exactitud 
Para el estudio de la exactitud se empleó el método de muestra fortificada, que consistió 
en preparar tres (3) concentraciones 45, 90 y  180 j.sg/ml a partir de la solución madre de 
250jsg/ml de cápsulas de ácido valproico. Igualmente se prepararon 3 concentraciones 
del patrón de ácido valproico en las mismas concentraciones que la solución muestra. 
Las muestras se fortificaron con una concentración conocida de ácido valproico. 
La tabla No.9 muestra los valores obtenidos de promedio de las áreas, desviación 
estándar y desviación estándar relativa. 
La tabla No. 10 se muestra los resultados obtenidos en la prueba de exactitud para las 
muestras fortificadas. 
24 
Tabla No. 9 Exactitud del ácido vaiproico 
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Tabla No. 10 Resultados del la Exactitud de las Muestras Fortificadas 
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6. Ensayo del Método Validado de ácido valproico para la prueba de disolución de 
cápsulas. 
La prueba de disolución de ácido valproico en cápsulas fue realizada según los 
parámetros establecidos en la Farmacopea No. 28 obteniéndose los resultados que se 
describen más adelante. Éstos cumplen con los criterios establecidos para la prueba de 
disolución, en donde el porcentaje obtenido debe ser mayor del 80% disuelto del 
principio activo en 60 minutos. La prueba fue realizada para un lote de cápsulas de ácido 
valproico. Esta prueba se realizó una vez con un lote de ácido valproico 
La tabla No. 11 se encuentran descritos los resultados obtenidos en la adecuación del 
sistema, primer paso en el análisis cromatográfico, ésta adecuación debe cumplir con 
límites ya establecidos para los platos teóricos que deben no ser menos de 10000 y el 
coleo no mayor del 2,0%, al igual que la desviación estándar relativa de las áreas y 
tiempo de retención deben ser menores al 2.0%. 
Los resultados obtenidos para la desviación estándar relativa de las áreas fue de 0.36% y 
para el tiempo de retención de 0.0%. 
Prueba de Disolución 
Parámetros 
Medio de Disolución: Solución amortiguada de laurel sulfato de sodio 0.5% / fosfato de 
sodio 0.05M pH 7.5. 
Volumen: 900 ml 
Aparato: Paletas 
Velocidad: 50rpm. 
Temperatura: 37°C 
Tiempo: 60 minutos 
Requerimiento: ? 80% 
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Tabla No. 11 Adecuación del Sistema Patrón de ácido valproico 
Esta tabla muestra algunos datos de importancia como lo son la desviación estándar relativa, el coleo y platos teóricos, los valores 
expuestos son los establecidos para la adecuación del sistema. Al iniciar la labor del análisis se debe inyectar seis veces el patrón de 
ácido valporico y el programa de cromatografia líquida calcula éstos valores para éste análisis. 
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Tabla No.12 Resultado de la Prueba de Disolución para cápsulas de ácido vaiproico 
El porcentaje disuelto debe ser mayor del 80% según el criterio establecido por la 
Farmacopea No. 28 para la prueba de disolución de cápsulas de ácido vaiproico 
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Figura No. S. Patrón de ácido vaiproico. 
La figura No. 5 muestra un cromatograma de patrón de ácido vaiproico y la figura No.6 
muestra un cromatograma de la disolución de cápsulas de ácido valproico, donde se 
puede observar que los tiempos de retención coinciden, por lo tanto queda demostrada la 
validación del método. 
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Figura No. 6. Muestra de disolución de ácido vaiproico 
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Conclusiones 
1 Esta técnica propuesta para el análisis de ácido valproico por cromatografía 
líquida de alta resolución es rápida pues anula todo el procedimiento que 
involucra la preparación de las muestras para ser analizadas por cromatografía de 
gas, permitiendo que el análisis sea más expedito, pero guardando los 
respectivos parámetros de calidad inherentes a la validación del método. 
1 El parámetro de linealidad el coeficiente de correlación demostró que no existen 
diferencias significativas entre el coeficiente de correlación teórico (0.99) y  el 
experimental, además de nos existir diferencias significativas entre la ordenada al 
origen teórica y la experimental con un nivel de confianza de 95%. 
1 El coeficiente de variación para la precisión del método es de 0.7, para el método 
se estableció un valor de no mayor del 2.0%, lo que demuestra que el método es 
preciso. 
1 La exactitud del método quedó demostrada con los valores obtenidos para el 
porcentaje de recuperación mayor del 95%, demostrando así la exactitud del 
método. 
1 Los valores obtenidos para los parámetros estudiados en este proceso de 
validación están dentro de los límites establecidos para el método en cuestión, lo 
que permitirá una adecuada determinación de ácido valproico en muestras de 
disolución en la forma de cápsulas. 
1 El método analítico alternativo por el sistema de cromatografía liquida de alta 
resolución, desarrollado para el control de calidad de cápsulas de ácido valproico 
es adecuado y rápido para estos fines, y en la validación resultó ser lineal, preciso, 
exacto y específico en el rango de concentraciones estudiado. 
31 
Recomendaciones 
V Es recomendable que se use un medio de disolución preparado el mismo día del 
análisis, pues la solución consiste en un amortiguador de fosfato de sodio más una 
sal de lauril sulfato de sodio, éste tiende a convertirse en medio de cultivo de 
microorganismos, también se deberá controlar la temperatura del área de trabajo, 
a temperaturas muy bajas (±12°C), puede precipitar el medio de disolución. 
/ Al adecuar los parámetros del equipo de cromatografía líquida de alta resolución 
se debe permitir la estabilización como mínimo una hora con la fase móvil, 
además, verificar que la cámara que mantiene la temperatura de la columna este 
cerrada, para evitar cambios en los tiempos de retención. El uso de pre columna 
es de vital importancia ya que aumenta la vida media de la columna, elemento 
importante dentro del sistema de cromatografía. 
/ Es importante leer el manual estándar de operación para la disolución de ácido 
valproico, ya que contiene información vital para que el desarrollo del análisis sea 
reproducible. 
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5.2.1. Método de Disolución. 
Para el análisis de ácido valproico siga el procedimiento que se detalla a 
continuación: 
• Encender el aparato de disolución. 
• Colocar en cada vaso de disolución 900 ml de medio previamente 
preparado. 
• Colocar las paletas y verificar que roten a 50 rpm ± 0.5 rpm. 
• Digitar en el validata según el manual de operación del mismo, todos los 
datos requeridos para la disolución: T= 37°C y tiempo 60 minutos. 
• Una vez el medio de disolución alcance la temperatura, se debe pesar y 
registrar, individualmente, los pesos de 6 cápsulas duras. 
• Colocar una cápsula en cada vaso de disolución y comenzar la disolución. 
• Al final de la disolución tomar un alícuota de 1 OmI de cada vaso, que serán 
las muestras que se inyectarán posteriormente en el cromatógrafo líquido. 
Para el análisis de ácido valproico, siga el procedimiento descrito a continuación: 
• Pesar 1 Omg de sustancia de referencia de ácido valproico en un 
volumétrico de 50 mL. 
• Disolver con 1 mL de metanol y luego aforar con el medio de disolución. 
• Seguidamente, tomar una alícuota de 10 mL y aforar a 25 mL para 
alcanzar una concentración aproximada de 80 gglmL. 
• Filtrar e inyectar en el cromatógrafo. 
Se debe realizar la prueba de adecuabilidad del sistema cromatogáfico de acuerdo 
al procedimiento de operación vigente. 
• Inyecte volúmenes sucesivos de solución estándar (mínimo 6 veces) y 
determinar la reproducibilidad en el área de los picos, posteriormente, 
inyectar las muestras de disolución a analizar donde el coleo no debe ser 
mayor de 2.5, la desviación estándar no mayor de 2.0 
• Utilizar las siguientes condiciones cromatográficas 
Columna: 	 Supelcosil LC-ABZ, de acero inoxidable 1 Scmx4.6mm. 
Fase móvil: Acetonitrilo: fosfato monobásico 25niM pH 2.5 (35:65) 
Flujo: 	 l.OmL/min 
Longitud de Onda: 	 210 nm 
Temperatura: 	 45°C 
Volumen de Inyección: 	 100 .tL 
Tiempo de retención de ácido valproico 	 11.9 mm. 
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Notas Operacionales: 
• El tiempo de retención de los picos puede alterarse modificando la 
composición de la fase móvil. Un aumento de la fase acuosa, incrementará 
el tiempo de retención de todos los componentes. 
• El tiempo de retención también puede ser modificado eliminando la 
temperatura, lo que aumentará considerablemente el tiempo de retención 
de los componentes. 
• Si no hay resolución de la columna debido a agrietamiento o volumen 
muerto en la punta de la columna, se debe rellenar manualmente con un 
poco de empaque del mismo tipo. 
• Después de usar la columna lávela por hora y media (1.5 horas) con agua 
filtrada 100% y  luego, media hora en acetonitrilo 100%. Es crítico que 
esta columna sea almacenada en acetonitrilo 100%, ya que puede tener 
serios problemas de pérdida de retención. Si se debe detener el flujo a 
través de la columna por más de 6 horas, lave la columna con agua para 
remover los amortiguadores y luego enjuague con acetonitrilo. 
• Si no hay variación significativa en el área de los picos de las inyecciones 
de estándar, no será necesario utilizar los grupos de estándares para 
calcular las muestras. En lugar de esto, sólo se calculan los grupos de 
muestra con el bloque de estándar inmediato anterior, actualizando el valor 
de estándar, sólo si es necesario. 
• La vida de la columna puede prolongarse si se usa un guarda columna de 1 
cm empacado con LC-ABZ plus. 
• Almacenar la columna tapada por ambos extremos. 
Cálculos. Comparar el área de los picos obtenidos del estándar con las muestras. 
Calcule el contenido de ácido valproico en el producto con las siguientes 
fórmulas: 
Para las cápsulas: 
X 900 
000 x dilución x 100 = % disuelto de ácido valproico 
Am = Razón de la muestra. 
Ap = Razón del patrón 
C = Concentración del patrón 
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Modificaciones y Sugerencias de Cambio para este Procedimiento 
Sugerencia 
Nombre y 
Departamento Fecha 
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Registro de Capacitación de Personal 
Firma/Fecha No. empleado 
Explica el 
propósito del, 
procedimiento 
Describe el 
procedimiento ' 
demuestra que lo 
conoces a fondo' 
Resultado 
de la 
E  valuación 
Resultado evaluación: Escala del 5 al 10 
Tipo de capacitación: 	  
Tipos de capacitación: Se entiende que puede haber diferentes formas de,  capacitación del 
personal. En este cuadro deberá usar la siguiente clasificación: REVISION = Revisión o 
práctica del procedimiento; LECTURA = Lectura por el empleado del procedimiento; 
PRACTICA = Entrenamiento práctico; CURSO = Curso tomado específicamente para llevar 
a cabo dicho procedimiento; OTROS = describir. 
El supervisor será el indicado para definir si puede un empleado llevar a cabo dicho 
procedimiento/actividad, pero deberá estar documentada su capacitación. 
FIRMA DEL SUPERVISOR/INSTRUCTOR 	
FECHA 
Se entenderá que estas dos preguntas son la base para poder realizar una entrevista profunda sobre e1 tema. Si 
ambas columnas son marcadas como satisfactorias y e1 resultado de la evaluación también lo es, deberá entenderse 
que el empleado ha sido cuestionado y que su efectividad en el manejo de este procedimiento u operación es 
satisfactorio y por tal motivo puede realizarlo. 
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Distribución de Procedimientos de Métodos de Análisis 
TITULO: ACIDO VALPROICO EN CAPSULAS DURAS 
PROCEDIMIENT 	 DVM-VALP Versión 01 
SUSTITUYE A: 	 DVM-00I-12-01 
RECIBIDO 	 SE COMPROMETE 
A 	 DESTRUIR 
ANTERIOR 
FIRMIVFECHA 	 FIRMA/FECHA 
VALIDACIÓN Y DESARROLLO 
DISOLUCIÓN 
ALCALOIDES 
HPLC 
VITAMINAS 
ENZIMAS Y HORMONAS 
AMBIENTE 
MICROBIOLOGIA 
FAVOR DISTRIBUIR ENTRE SU PERSONAL QUE ESTE INVOLUCRADO CON EL 
MANEJO DE ESTE PROCEDIMIENTO. 
NOTA: ESTE PROCEDIMIENTO SUSTITUYE A CUALQUIER ANTERIOR QUE 
PUDIERA EXISTIR. SE LE SOLICITA DEVOLVER LA COPIA OBSOLETA PARA SU 
DESTRUCCIÓN. 
